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ABSTRAKT
Cieľom tejto bakalárskej práce bola izolácia a identifikácia kvasiniek získaných z bobúľ
vínnej révy. Kvasinky pre identifikáciu pochádzali z bobúľ odrody bieleho vína Veltlínske
zelené z vinice z okolia Milotic, okres Hodnonín. Identifikácia prebehla na základe analýzy
DNA s využitím metódy PCR a následne RFLP a ako restrikčné enzýmy boli použité HaeIII,
HinfI, HhaI  a TaqIα.  Hodnoty dĺžok týchto restrikčných fragmentov boli určené za použitia
gélovej elektroforézy. Na zistenie genetickej podobnosti analyzovaných kvasiniek bol využitý
program BioNumerics,  ktorý  spracoval  výsledné  dĺžky restrikčných  fragmentov  pomocou
zhlukovej analýzy s využitím Jaccardových koeficientov a jednotlivé kvasinky boli následne
identifikované zrovnaním s vytvorenou databázou a databázami z literárnych zdrojov. 
 ABSTRACT
The aim of this thesis was the isolation and identification of yests obtained from the wine
berries by different molecular methods. The yeasts for identification were collected from the
species of Veltlínské zelené white wine from the wineyard from Milotice, district Hodonín.
Identification based on analysis DNA by PCR method and followed by RFLP using restriction
enzymes  HaeIII, HinfI, HhaI  a TaqIα.  To obtain values lenghts of the restriction fragments
was  used  gel  electrophoresis.  For  getting  genetic  similarity  of  analyzed  yeasts  was  used
BioNumerics  software,  that  processe  the  results  using  cluster  analysis  using  Jaccard´s
coefficients  and  the  yeasts  were  identified  by  comparing  the  characteristic  lenghts  with
number of articles and educational databases.
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Kvasinky, identifikácia, izolácia, PCR, RFLP
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1. ÚVOD
Kvasinky predstavujú  jednu  z  najdôležitejších  skupín  mikroorganizmov  pre  ich  široké
využitie v mnohých odboroch ako je veda, medicína a technológie. Táto práca je zameraná
hlavne na využitie kvasiniek pri výrobe vína, ktoré spôsobujú kvasenie cukru a ich následnú
premenu  na  etanol  a  oxid  uhličitý.  Pri  tomto  procese  hrajú  hlavnú  rolu  kvasinky  rodu
Sacharomyces. Čo sa ale týka spontánneho kvasenia registrujeme prítomnosť aj iných rodov
kvasiniek  ako  napríklad  Pichia,  Rhodotorula,  Hanseniaspora  atď.  Všetky  tieto  kvasinky
prispievajú k charakteristickým vlastnostiam vína ako je chuť,  vôňa,  senzorické vlastnosti
apod., ktoré robia každé víno jedinečným.
K identifikácií týchto kvasiniek sa v minulosti a občasne aj v prítomnosti používali testy na
sledovanie  morfologických  a  niektorých  fyziologických  vlastností.  Časom  sa  prešlo  na
presnejšie a účinnejšie metódy ako  rôzne biochemické a mikrobiologické testy, ktoré boli
založené na odlišnosti DNA, RNA alebo proteínov jednotlivých kvasiniek. 
V tejto práci bola identifikácia uskutočnená na základe rôznych dĺžok fragmentov DNA po
aplikovaní  restrikčných  enzýmov.  K  dosiahnutiu  tohto  výsledku  bolo  treba  vyizolovať
jednotlivé druhy kvasiniek a následne ich DNA. Bol syntetizovaný  definovaný úsek DNA
pomocou enzýmovej  polymerázovej reťazovej reakcie – PCR. Získané úseky boli podriadené
restrikčnej  analýze  práve  pomocou  spomínaných  restrikčných  enzýmov.  Na  záver  bola
využitá gélová elektroforéza, ktorá slúži k odseparovaniu vzniknutých fragmentov na základe
ich  rôznych  elektorforetických  pohyblivostí  vplyvom  elektrického  poľa.  Špecifickosť
detekovaných dĺžok fragmentov slúži k taxonomickému zaradeniu analyzovaných kvasiniek.
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2. TEORETICKÁ ČASŤ
2.1 Kvasinky
Kvasinkami označujeme heterotrofné eukaryotické organizmy,  ktoré sú zaradené medzi
huby. Vyskytujú sa ako jednobunkové organizmy alebo vo forme vlákien. Nie sú schopné
fotosyntézy a majú pevnú bunkovú stenu. Väčšina druhov je schopná skvasiť monosacharidy
a niektoré disacharidy, prípadne aj trisacharidy. Z tohto dôvodu sa vyskytujú v materiáloch
obsahujúcich cukry, hlavne teda na ovocí, v cukrových plodinách, ale aj v pôde, vo vode a v
črevnom trakte. [1] 
2.2 Vinárske kvasinky
 
Kvasinky  používané pre vinárstvo majú pretiahnuté elipsoidné bunky, sú tolerantné k SO2
(čo je nevyhnutné k síreniu muštu). Oproti pivovarským kvasinkám sú odolnejšie k alkoholu.
Do muštu sa dostávajú dvoma cestami.  Buď z povrchu bobúľ (spontánne kvasenie) alebo
pridaním čistej  kultúry ušľachtilých  kvasiniek  (čisté  kvasenie).  Vo vinárstve  sa z  kvasníc
využíva hlavne Saccharomyces cerevisiae var. ellipsoideus s rôznymi názvami podľa pôvodu
s  toleranciou  alkoholu  do  14 %  obj.  Ďalej  Kloeckera,  Hanseniaspora  guilliermondii,
Saccharomyces chevalieri (produkcia buketných látok) či Saccharomyces oviformis, ktorá sa
označuje ako „dokvasujúca“ kvasinka a je tolerantnejšia k alkoholu až do 18 % obj. [2,21] 
2.3 Výroba bieleho vína
Hrozno na víno sa dá spracovať mnohými technologickými postupmi, ktoré sa v priebehu
historického vývoja vyvinuli v súlade s lokalitou, druhom pestovaných odrôd , technickými
možnosťami  a  spoločenskými  tradíciami  a  zvyklosťami.  Rôznymi  postupmi  a  princípmi
spracovania vínnej révy, získame iné vlastnosti vína určujúce kvalitu, chuť či druh a značku
vín. Základným rozdelením podľa princípu technológie výroby je výroba bielych a červených
vín. Základné časti výroby vína môžeme vidieť na obrázku 1. [3]
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2.3.1 Hrozno
Hrozno sa po zbere dopravuje do závodov  v rôznych obaloch (prepravky, sudy,  nákladné
vozy) podľa miestnych zvyklostí. [5]
Zisťuje sa hmotnosť hrozna, jeho priemerná cukornatosť a akosť podľa zdravotného stavu
a  obsah  cukru.  K  zisťovaniu  cukornatosti  sa  využívajú  špeciálne  muštomery.  V
automatizovaných linkách sa zisťuje cukornatosť spravidla refraktometricky.  [5,6]
2.3.2 Získavanie a predfermentačná úprava muštu
Pri  spracovaní  hrozna  a  získaní  čistého  muštu  požadované  akosti  hrozno  prechádza
rôznymi operáciami:
-  odzrňovanie slúži  k  odstráneniu  strapín  od  bobúľ.  Používa  sa  zariadenie  nazývané  
vystierací  odzrňovač,  ktorého  rotujúce  lopatky  oddeľujú  spomínané  strapiny,  alebo  
odstredivý  odzrňovač, ktorý je podobný ale lopatky sú upevnené na vertikálnom hriadeli a
hrozno sa vrhá na steny valca. [4,6]
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Obrázok 1: Schéma výroby vína [7]
-ďalšou  operáciou  je mletie hrozna,  pri  ktorom  sa  rozdrvia  bobule  a prevzdušnia  sa.
Využívajú  sa  mlynčeky valcové,  bubnové  a  kladivkové,  ktoré  sú  založené  na  princípe
trenia, tlaku a úderu, a odstredivé na princípe odstredivej sily.
-nakvášanie mláta sa využíva pri  aromatických odrodách, pri  ktorom zriedený roztok  
vzniknutého alkoholu extrahuje aromatické látky hrozna. Na zabránenie oxidácie a ako  
oxidačných prostriedok sa môže pridávať do mláta oxid siričitý.  Pri bielych odrodách  
trvanie nakvášania trvá pomerne krátko 12 až 24 h. [4]
-cedenie sa používa na zmenšenie objemu mláta, ktoré treba lisovať alebo ako samotná  
technologická operácia. Nevýhoda je hrozba oxidácie.
-lisovanie má za účel oddelenie šťavy, ktorá bola uvoľnená z buniek predchádzajúcimi  
operáciami. Používajú sa hydraulické a pneumatické lisy, horizontálne alebo vertikálne. U 
periodických lisov sa  po naplnení násypného priestoru lisuje rmut hydraulickým tlačným 
zariadením. Vylisovaný  mušt vyteká z lisu do nádrže. Lisuje sa pozvoľna s občasným  
prerušením, aby výťažok bol čo najväčší. Keďže hovoríme o výrobe bieleho vína rmut sa 
lisuje  hneď.  Pri  spracovaní  silno  aromatických  svetlých  vín  sa  pred  lisovaním  rmut  
nakvašuje obvykle 1 deň. [5,6]
2.3.3 Úprava muštu
K dosiahnutiu požadovanej kvality je potrebné mušt upravovať procesmi ako odkalenie,  
prevzdušnenie, sírenie, odkyslenie, okyslenie a úprava cukornatosti muštu. [5,6]
-odkalenie  slúži  k  oddeleniu  hrubých  kalov  a  nečistôt,  pri  ktorom  sa  strhávajú  aj  
kontaminujúce mikroorganizmy.
-prevzdušnenie sa uplatňuje u zdravých muštov v nepriepustných tankoch a nádržiach. Je 
to nevyhnuteľné pre dobrú činnosť kvasiniek. [5,6]
-na sírenie sa používa oxid siričitý, ktorý je veľmi účinný prostriedok, najmä pri nahnitom 
a poškodenom hrozne, kde sú nežiadúce mikroorganizmy vo väčšom počte. Na zabránenie 
rozvoja  baktérií  a  plesní,  ako  aj  divých  apikulátových  kvasiniek  postačia  dávky  do  
150 mg.l-1.  Proti  rozvoju ušľachtilých kvasiniek treba 200-600 mg.l-1.  Aplikáciou oxidu  
siričitého sa na krátky čas zastaví činnosť mikroorganizmov a tak aj premiešavaniu muštu 
spôsobenému oxidom uhličitým. Tak sa urýchli aj sedimentácia kalov. [4]
-odkyslenie má za účel zníženie kyslosti muštu s nízkym obsahom cukru. Používa sa buď 
čistý  vápenec,  ktorý  viaže  kyselinu  vínnu  alebo  prietok  cez  vrstvu  anexu,  poprípade  
miešaním kyslých muštov s menej kyslými. 
 -okyslenie sa používa u muštov s nízkym obsahom kyselín. Pridáva sa kyselina vínna v 
množstve 1-2  g.l-1, tak aby celková kyslosť bola 7-8 g.l-1.
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-keď mušty  obsahujú  málo  cukru  a  veľa  kyselín,  upravuje sa  cukornatosť.  Je  treba  
postupovať opatrne, aby sa príliš neprisladilo a nezmenil sa tak odrodový charakter vína. 
[5,6]
2.3.4 Kvasenie muštu
Biochemické  procesy,  ktoré  prebiehajú  v  mušte  a  vo  víne,  môžu  byť  aeróbne  alebo
anareóbne.
K aeróbnym procesom premenám cukru a ďalej kyseliny pyrohroznovej patrí:
-dýchaním kvasinky  z molekuly glukózy (C6H12O6)  získavajú energiu, ktorá stačí k syntéze
až 38 molekúl ATP.
C6H12O6+6O2+38 ADP+38PO4
−3→6CO2+6 H2O+38 ATP
-vo víne môže prebiehať aj  aeróbna oxidácia etylalkoholu  vplyvom octových baktérií, pri
ktorej sa etylalkohol mení na kyselinu octovú. [4]
Anaeróbnym kvasením je:
-alkoholové kvasenie, pri ktorom sa jednoduché cukry menia na etylalkohol, ktoré môžeme
vidieť na obrázkoch 2 a 3.
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Obrázok 2: Glykolýza [42]
-môže vzniknúť aj nežiadúce mliečne kvasenie, pri ktorom sa tvorí kyselina mliečna z cukrov
pôsobením heterofermentatívnych  baktérií.  Náchylné  sú  na  to  najmä  vína,  ktoré  zdĺhavo
kvasili  a  obsahujú  zvyškový  cukor.  Po  dobu  kvasného  procesu  sa  bielkoviny  vo  víne
rozkladajú pôsobením proteolytických enzýmov a vzniknuté aminokyseliny sa dezaminujú.
[7,4]
-jablčno-mliečna fermentácia  je enzymatická konverzia  L-jablčnej kyseliny na L-mliečnu
kyselinu.  Dochádza  k  intenzívnemu  odburávaniu  kyseliny  jablčnej.  Dôvodom  tohto
odburávania sú mliečne baktérie, ktoré majú k záveru kvasenia lepšie podmienky pre činnosť,
keďže kvasinky odumierajú a autolýzou uvoľňujú aminokyseliny, vitamín B1 a ďalšie rastové
látky. Táto fermentácia vplýva k tvorbe plnších vín a zabezpečuje vyššiu stabilitu vína a tým
nižšiu požiadavku na oxid siričitý. Víno stráca kyslosť kyseliny jablčnej a stáva sa jemnejším.
Pri  štiepení  tejto  kyseliny  baktérie  potrebujú  malé  množstvo  cukru  (2 g.l-1)  a  kyseliny
citrónovej (0,3 g.l-1).  Ich činnosť brzdí vysoký obsah alkoholu a tak pri  koncentrácií 12 –
15 % obj. sa ich činnosť úplne zastavuje. Ideálna teplota pre odbúravanie spomínanej kyseliny
jablčnej je 18 – 25 °C, pri nízkej teplote (pod 10 °C) sa reakcia zastavuje. Premenu kyseliny
môžeme vidieť na obrázku 4 aj  s baktériou jablčno-mliečneho kvasenia  Oenococcus oeni.
[20,29]
 
12
Obrázok 3: Premena pyruvátu na etanol [43]
Obrázok 4: Premena kyseliny L-jablčnej na L-mliečnu kyselinu [30]
Kvasinky najlepšie kvasia pri 20-30 °C. Pretože pri tejto teplote dochádza k úniku vonných
látok, sú tieto teploty nevhodné. Malo by sa teda kvasiť tak aby teplota nepresiahla 20 °C –
riadené  (čisté)  kvasenie.   To  sa  dá  dosiahnuť  pomocou  odkalenia,  vetraním,  aktívnym
chladením kvasiaceho muštu. [8]
Zákvas  sa  pripravuje  v  množstve  1 %  všetkého  muštu,  namnožením  vhodné  kultúry
vinných  kvasiniek  v  malom  podiely  sterilného  muštu.  Silno  sírené  mušty  sa  zakvasujú
kvasinkami  adaptovanými  na  oxid  siričitý.  Kvasenie  prebieha  vo  vertikálnych  alebo
horizontálnych tankoch a ma nasledujúce tri fáze.
-  začiatok kvasenia je charakteristický pomalým rozmnožovaním kvasiniek a začiatkom 
ich činnosti. Trvá 2-4 hodiny.
-búrlivé kvasenie nastáva exponenciálny čiže logaritmický rast kvasiniek. Toto kvasenie 
trvá 7-14 dní, pričom sa tvoria veľké množstvo oxidu uhličitého a tepelnej energie, ktorou 
sa mušt zohrieva na 25-28 °C. Preto sa musí teplota regulovať v rozmedzí 15-18 °C, u  
chladnomilných kultúr kvasiniek 10-12 °C.
-dokvasenie je posledná fáza kvasenia, kde je rast kvasiniek spomalený, kvasný proces sa 
spomalí ako aj vývoj oxidu uhličitého. Táto fáza trvá 1-2 mesiace, niekedy aj pol roka. Po 
ukončení kvasenia  začnú kvasinky sedimentovať na dno tanku a usadzujú sa kaly. Víno sa 
pozvoľna čistí.  Tento  proces  sa  dá  urýchliť  čírením.  Dokvasené  víno  sa  oddeľuje  od  
sedimentu kalov a kvasiniek stáčaním do čistých zasírených tankov. Pri prvom stáčaní sa 
víno obvykle prevzdušní a nastane vyzrážanie kalov. Preto sa po 6-8 týždňoch víno stáča 
znovu. Víno po ukončení kvasenia sa nazýva mladé víno. [4,5,6,9]
2.3.5 Dokvasenie vína
Po dokončení  kvasenia  začína  ďalšia  významná etapa  vývoja  vína  – formovanie  vína.
Dobiehajú tak  posledné biochemické zmeny kvasenia,  zvyšuje sa  pH vína,  pretože  končí
redukčná činnosť kvasiniek. Oxid uhličitý už víno nechráni preto, je nutné ho doliať až po
zátku a uzavrieť. Čím viac sa zachovajú redukčné vlastnosti vína, tým je jeho charakter a
senzorické vlastnosti kvalitnejšie. [8,9]
2.3.6 Školenie vína
 Táto fáza má vplyv na konečné organoleptické vlastnosti a celkový charakter vína. Po
kvasení vína sa víno ukladá do ležiacich tankov, kde zreje. Tieto ležiace nádoby sa doplňujú
vínom  aby  sa  zamedzilo  prístupu  vzduchu  a  tak  kontaminácií.  Pri  stále  nízkej  teplote
dochádza k vytvoreniu buketu a  k harmonickému vyrovnávaniu senzorických vlastností  –
vôňa, chuť sa zaokrúhľujú. Doba zrania závisí na veľa faktoroch, ako je odroda a ročník vína,
teplota, prístup kyslíku, materiál a veľkosť tankov. Biele vína majú dobu zrania optimálne pol
až dva roky. [3,5,6,10]
Školenie vína sa prevádza pred plnením do fliaš. Zahrňuje mnoho operácií z ktorých je
najdôležitejšie čírenie a filtrácia vína.
-čírenie pokiaľ  neprebehne  v  dostačujúcej  miere  samovoľne,  tak  sa  používajú  zrážacie
prostriedky  (želatina,  kasein  atď),  ktorými  sa  vo  víne  zrážajú  triesloviny,  alebo  ďalej
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hexakyano-železnatan draselný, ktorý zráža ťažké kovy za vzniku berlínskej modrej, ktorá so
sebou strháva aj jemné koloidné látky (tzv. modré čírenie).
-na  stabilizáciu sa  používajú  adsorpčné  prostriedky  (bentonit,  polyamidy  atď.),  ktoré
adsorbujú koloidné zložky vína.
-pasterizácia sa  prevádza  rýchlym  ohrevom  na  60-70 °C  v  doskových  prietokových
výmenníkoch a následným rýchlym ochladením.
-na filtráciu sa používajú doskové alebo naplavovacie filtre, podobne ako v pivovarníctve. V
moderných prevádzkach sa zavádza  "crossflow" filtrácia a membránové filtrácie. Je možné
namiesto filtrov použiť aj vysokoobrátkové kalové odstredivky. [3,5,6]
Po  skončení  školení  vína,  kedy  je  víno  optimálne  vyzreté  a  proces  tvorby  aróma  je
ukončený,  čo  väčšinou trvá  dlhšie  ako rok,  sa  začínajú  konečné úpravy hotového vína  a
potom sa víno plní do fliaš alebo iných obalov.  Medzi záverečné úpravy radíme:
-sceľovanie je jedno z najdôležitejších manipulácií. Vyrovnávajú sa ním chuťové vlastnosti
jednotlivých vín a zvyšuje alebo znižuje sa obsah niektorých látok vo víne, ako napr. obsah
cukru, kyselín alebo etanolu.
-odkyselenie sa  prevádza  prídavkom  uhličitanu  vápenatého  alebo  pridaním  niektorých
anorganických solí, ktoré vyzrážajú kyseliny vo víne.
-okyselenie sa dá previesť prídavkom niektorých povolených potravinárskych kyselín (vínna,
citrónová, mliečna), sadrovaním alebo fosfátovaním vína.
-farbenie a odfarbenie vína sa dá u prírodných vín prevádzať iba v rámci technologických
postupov a alkoholizovanie vína je dovolené iba u dezertných vín.  Osviežovanie vín sa robí
sýtením vína oxidom uhličitým. [3,4,5,6]
2.3.7 Stáčanie vína
Hlavnou požiadavkou je  dostatočná zrelosť  a  vyškolenosť,  aby nemalo sklon k tvorbe
zákalov  a  nedochádzalo  u  neho  k  dodatočným  zmenám  senzorických  vlastností.  U  nás
stáčanie prebieha hlavne do sklenených fliaš, ale niektoré druhy vín sa stáčajú aj do špeciálne
tvarovaných fliaš a stolné vína sa stáčajú do papierových krabíc aj PET fliaš. Zátkovanie sa
prevádza najčastejšie korkovou alebo plastovou zátkou, prípadne šrubovacím uzáverom.[3,6]
2.4 Odroda Veltlínske zelené
Biela odroda Veltlínske Zelené je dedičstvom rakúsko-uhorskej monarchie. Pôvod síce nie
je známy, za pravlasť sa však pokladá Dolné Rakúsko, možno i severné Taliansko. Počas
storočí sa rozšírila do krajín multietnického cisárstva. V prítomnosti patrí k hlavným odrodám
pestovaným v SR v Malokarpatskej vinohradníckej oblasti.
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Pestovanie: Odroda je stredne odolná proti zimným mrazom, ale citlivejšia na tie jarné.
Vzhľadom na veľkú úrodnosť vyžaduje výživné, hlboké pôdy. Vyhovujú jej slnečné a teplé
polohy.  Dozrieva  v  druhej  dekáde  októbra.  Veltlínske  Zelené  pri  dobrej  starostlivosti
poskytuje svieže, plné vína, ktorých intenzívna chuť sa viaže k typu pôdy a polohe.  Pri úrode
12 t/ha v priemerných klimatických ročníkoch sa počíta s  cukornatosťou muštov asi 17°NM a
obsahom kyselín 9,5 ‰. V dobrých ročníkoch je cukornatosť 19°NM a obsah kyselín 8,5 ‰. 
Choroby:  Táto odroda je stredne odolná voči padalí révovému (Uncinula necator), ale
náchylná na pleseň révovú (Plasmopara viticola), červenou spálu (Pseudopeziza tracheiphila)
a čiernu škvrnitosť (Phomopsis viticola).  Netrpí vädnutím strapiny a z virových chorôb je
silno napadaná svinutkou (až 80 % kerov).  Čo sa týka odolnosti voči škodcom révy oplýva
bežnou odolnosťou.  
Popis: Veltlín má kmeň o hrúbke niekoľkých centimetrov je pokrytý svetlou borkou, ktorá
sa lúpe v pruhoch. List je stredne veľký až veľký, okrúhly až pentagonálny, päťlaločnatý s
hlbokými výkrojmi. Čepeľ listu je slabo zvlnená. Obojpohlavný päťčlenný kvet je žltozelený.
Plodom je stredne veľká (15 mm, 1,7 g) guľatá bobuľa, ktorá je zelenožltá až žltá s hnedými
bodkami po vyzretí.  Priemerný počet semien v bobuli je 1,9 ks. Dužina bobule je šťavnatá,
mušt  obsahuje  dostatočné  množstvo  kyselín.   Pri  dobrej  cukornatosti  sa  víno  vyznačuje
príjemným, mandľovým buketom. Výlisnosť muštu z 1 kg hrozna je 70 až 75 %.
Víno: Veltlín sa používa do zmesí pre známkové vína a taktiež ako surovina pre výrobu
šumivých vín. Zvýšením úrodnosti cukornatosť začne klesať, preto je žiaduce regulovať ju
správnym rezom. Pokiaľ necháme na letoraste iba jedno hrozno, dosiahneme tak zvýšenej
extraktívnosti  a  plnosti  vína.  Táto  odroda  dnes  tvorí  48,4 %  z  celkovej  plochy  viníc  v
Rakúsku. [11,12,13,26]
Odrodu vína Veltlínske zelené môžeme vidieť na obrázku 5. Táto fotografia bola poriadená
pri odbere vína z vinice z okolia Milotice okres Hodonín pre naše vzorky.
Obrázok 5: Veltlínske zelené
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2.5 Laboratórne metódy pre identifikáciu kvasiniek
Prvý systém klasifikácie kvasiniek bol založený na sledovaní morfologických a niektorých
fyziologických vlastností, ako napríklad schopnosť fermentovať monosacharidy. Časom bola
identifikácia rozšírená o taxonomické zaraďovanie, systém hodnotenia bol rozširovaný, rástol
počet  fyziologických  testov  založených  na  fermentácií  a  asimilácií  rozmanitých  zlúčenín.
Charakteristika sa začala opierať o biochemické znaky, čiže biochemickú aktivitu kvasiniek.
Behom  posledných  rokov  20.  storočia  nastal  veľký  vývoj  metód  molekulárnej  biológie.
Cieľom aplikácie  nových molekulárnych techník,  určených k zaradeniu  mikroorganizmov,
bola hlavne eliminácia taxonomických nejasností a možnosť zjednodušenia identifikácie. V
súčasnej dobe sa identifikácia mikroorganizmov opiera o molekulárnu charakteristiku. [36,37]
Pri analýze komplexných genómov metódami molekulárnej biológie je nevyhnuté izolovať
čistú, vysokomolekulárnu DNA. Vzhľadom na veľkosť DNA v jednotlivých chromozómoch
eukaryotických organizmov, ktorá dosahuje až niekoľko desiatok miliónov báz, je technicky
veľmi náročné izolovať neporušené molekuly DNA v plnej dĺžke a manipulovať s nimi. Pre
väčšinu experimentov to však nie je potrebné a úplne dostačujúca je fragmentovaná DNA s
dĺžkou  fragmentov  70-150 kb.  V  dnešnej  dobre  existuje  množstvo  metodík  izolácie
nukleových kyselín z rôznych zdrojov. Mnohí výrobcovia dodávajú celé súpravy chemikálií
(tzv. kity) určené pre izoláciu DNA z konkrétneho zdroja s vysokou účinnosťou. [35]
2.5.1 Kochova zrieďovacia metóda
Kochova metóda sa využíva pre získanie čistej kultúry kvasiniek. Táto  metóda spočíva v
zrieďovaní malého množstva kultúry v skúmavkách obsahujúcich napr. bujón, fyziologický
roztok alebo sterilnú vodu. Z každej skúmavky sa potom zoberie 0,1 ml vzorku a krížovým
rozterom sa nanesie na pripravenú Petriho misku. Je to najvhodnejšia metóda pre izoláciu
kvasiniek a taktiež plesní.
Spomínaný krížový rozter spočíva v postupnom zrieďovaní roztoku, až zostanú na konci
jednotlivé a samostatné kolónie. Na nanesenie kultúry na agarové plotne sa používa očkovacia
kľučka. Krížový rozter sa dá vidieť na obrázku 6.  [14,15]
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Obrázok 6: Krížový rozter [27]
2.5.2 Identifikácia kvasiniek pomocou  metódy polymerázovej reťazovej reakcie PCR
PCR  –  Polymerase  Chain  Reaction,  v  preklade  polymerázová  reťazová  reakcia  je
enzýmová  metóda,  ktorá  slúži  k  syntéze  definovaného  úseku  DNA.  Je  to  metóda
taxonomického  zariadenia.  Táto  metóda  bola  prvý  krát  zavedená  v  roku  1985  a  bola
považovaná za veľký prevrat v molekulárnej biológií. PCR v podstate napodobňuje replikáciu
DNA v podmienkach in vitro s tým rozdielom, že v PCR sa nereplikuje celá DNA ale len jej
úsek.  Podstatou  je  cyklicky sa  opakujúca  enzýmová  syntéza  nových  reťazcov  vybraných
úsekov  dsDNA v  smere  5´→3´  prostredníctov  DNA polymerázy.  PCR je  uskutočnená  v
skúmavke umiestnenej v termocykléry,  čo je programovateľný termostat schopný rýchleho
prechodu medzi potrebným teplotami. [16,17,34,38]
 
Cyklus PCR sa skladá z 3 krokov:
-  denaturácia dvojreťazcových  molekúl  DNA aby  došlo  k  ich  oddeleniu  a  zmeny  ich
štruktúry na jednovláknovú DNA, ktorá prebieha pri teplote 94 °C a trvá 10 s - 1 min. Teplota
tohto kroku je závislá na obsahu G,C (spojené troma mostmi), na pH, iónovej sile roztoku a
povahe rozpúšťadla.
-  následne  sú  pridané  dva  priméry,  ktoré  sú  komplementárne  ku  koncovým  sekvenciám
fragmentov, ktoré majú  byť amplifikované. Pri teplote 30 – 65 °C dochádza k  pripojeniu
primérov k oddeleným reťazcom DNA na komplementárne úseky templátu. 
-  potom  je  pridaná  polymeráza  a  zmes  deoxynukleotidov.  Najviac  používaná  je  Taq
polymeráza, pre jej odolnosť voči teplotám 94 °C, pri ktorých DNA denaturuje. Jej úlohou je
syntéza nových reťazcov DNA pri teplote 65-75 °C, s dobou trvania 20 s – 2 min. Musia  byť
prítomné Mg2+ ióny, ktoré slúžia ma aktiváciu DNA polymerázy. Nevyhnutná prítomnosť je aj
stavebných zložiek syntetizovaného vlákna – dNTP.
Reakcia zvyčajne obsahuje 30-40 cyklov, v priebehu ktorých sa jednotlivé kroky opakujú,
pričom pôvodný templát a podľa neho syntetizované kópie slúžia ako predlohy pre vznik
ďalších  produktov..  V každom cykle  sa  teda  počet  molekúl  DNA zdvojnásobí.  Po  30-40
cykloch je možné teda dosiahnúť počet 105 – 106 kópií. Pri takomto počte molekúl je možné
ich detekovať (elektroforeticky) alebo prípadne ďalej spracovať. [16,39,40]
KOMPONENTY PRE PCR ZMES:
-Termostabilná DNA polymeráza má katalyzovať syntézu komplementárneho vlákna DNA.
Výhoda je jej spomínaná odolonosť voči vyšším teplotám, jej pH optimum sa pohybuje okolo
9. Inaktivácia nastáva po 40 minútach pri teplote 95 °C. Výhodou enzýmu je jeho schopnosť
syntetizovať  dlhé  úseky  DNA o  dĺžke  až  10 kb.  Okrem  Taq polymerázy  zvyknú  byť
používané polymerázy Pwo, Pfu získané z mikroorganizmu Pyrococcus woesei a  Pyrococcus
furiossus.  Výhodou je okrem polymerázoveej  aktivity je ich exonukleázová aktivita,  ktoré
umožňuje opraviť chybne inkorporované deoxynukleotidy. [34,40]
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  -priméry sú  oligonukleotidy o dĺžke 18 – 25 nukleotidov, ktoré sú komplementárne ku 3´
koncovým sekvenciam. Dôležité je aby priméry neboli navzájom komplementárne a musia
byť navrhnuté tak, aby bola zaistená špecifická reakcia a musia mať rovnakú teplotu topenia,
ktorá by sa mala pohybovať 55 – 80 °C. Dôležitá je ich koncentrácia (300 – 500 nM), keby
bola vyššia došlo by ku vzniku nešpecifických produktov. [39,40]
-  dNTPs sú deoxyribonukleotidy, ktoré sú ďalšou zložkou zmesi. Slúžia ako monoméry pre
polymerázovú reakciu. Sú do zmesi aplikované ako ekvimolárna zmes dATP, dTTP, dCTP,
dGTP v koncentrácií 200 – 400 μM. [34,40]
-pufor zaisťuje optimálny priebeh reakcie. Jeho zloženie musí byť prispôsobené na použitú
polymerázu. Musí minimálne obsahovať  Tris-HCl, Kcl, MgCl2. Roztok má pH 7,3 – 8,9. K
inaktivácií  inhibítorov a  zajistením maximálnej  aktivity sú do roztoku pridávané EDTA a
detergenty, ako napr. Triton X-100. Pre úspešnú polymerizáciu sú nevyhnutelné Mg2+ ióny,
ktoré pôsobia ako kofaktor DNA polymerázy. [41]
 Celý proces sa dá vidieť na obrázku 7.
Obrázok 7: Priebeh PCR [28]
2.5.3 Restrikčná analýza
RFLP  –  restriction  fragment  lenght  polymorphism  –  polymorfismus  dĺžky  štiepnych
fragmentov  je  metóda,  kde  enzymatické  štiepenie  molekúl  DNA v  špecifickom štiepnom
(restrikčnom)  mieste  je  spôsobené  enzýmom  nazývaným  endonukleáza  (sú  to  enzýmy
bakterialneho pôvodu, schopné štiepiť dvojreťazcové DNA) .
Princíp metódy spočíva vtom, že každý typ endonukleázy štiepi cieľovú DNA v rôznych
miestach. Produktom štiepenia sú úseky DNA o  definovanej dĺžke –  restrikčné fragmenty.
Pomocou gélovej  elektroforézy sa  dajú  na  základe  veľkosti  a  počtu  fragmentov sledovať
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rozdiely  v  študovaných  sekvenciach,  tzv.  polymorfizmy.  Sú  v  dĺžkach  restrikčných
fragmentov   spôsobené  prestavbami  v  študovanej  sekvencii,  ktoré  spôsobí  zmenu  počtu
restrikčných miest. [16,17,18]
Restrikčné  endonukleázy  patria  medzi  najčastejšie  používané  enzýmy  v  molekulárnej
biológií.  Používajú  sa  vo  veľkej  miere  pri  príprave  rekombinantných  DNA,  pri  analýze
genetických polymorfizmov a mutácií, pri mapovaní génov, identifikácií jedincov a pod. Sú to
enzýmy, ktoré rozoznávajú špecifické nukleotidové sekvencie na DNA a pri nájdení takejto
sekvencie štiepia obidve vlákna DNA. [33]
Tieto enzýmy sa na základe špecifickosti štiepenia delia do troch tried:
-enzýmy, ktoré spoznávajú špecifickú sekvenciu na DNA, ale štiepia ju až vo vzdialenosti
1000 – 5000 bp. Vyžadujú prítomnosť ATP, Mg 2+ iónov a S-adenozyl-metionínu. Patria sem
Eco B a Eco K (Escherichia coli).
-enzýmy, ktoré štiepia DNA na miestach, v ktorých sa nachádza špecifická sekvencia báz -
„cieľové  miesto“.  Týmto  miestom býva  najčastejšie  sekvencia  4  –  6  báz  usporiadaných
palindromicky,  čiže pri čítaní v smere 5´- 3´majú na obidvoch vláknach DNA rovnaké páry
báz. Potrebujú prítomnosť iba Mg2+  iónov. Niektoré restrikázy (Eco RI) štiepia DNA tak, že
vznikajú prečnievajúce jednovláknové konce, ktoré sa dajú vidieť na obrázku 8. Sú to tzv.
kohézne konce alebo lepkavé. Restrikčné endonukleázy ako napríklad Hae III ( izolovaná z
Haemophilus aegyptius) vytvárajú fragmenty s tupými koncami.
Obrázok 8: Príklad činnosti restrikčných endonukleáz [33]
-enzýmy,  ktoré  štiepia  DNA  v  presne  definovaných  miestach,  ktoré  zvyčajne  netvorí
palindromické sekvencie. Štiepenie nastáva o niekoľko nukleotidov od poznávacej sekvencie.
Príkladom je Fok I (Flavobacterium okeanokoites).
Enzýmy ktoré majú rovnaké cieľové sekvencie, sa nazývajú izoschizoméry. [16,18,34]
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Priebeh:
-príprava  reakčnej  zmesi  (produkt  PCR  a  špecifická  restrikčná  endonukleáza  v  určitom
vhodnom pomere)
-inkubácia  pri 37 °C po dobu 16 hodín
-analýza štiepnych fragmentov DNA na agarozovóm géle a vyhodnotenie výsledkov [18]
 2.5.4 Gélová elektroforéza
Táto  metóda  patrí  medzi  najpoužívanejšie  separačné  techniky  pri  izolácií  a  analýze
nukleových kyselín. DNA fragmenty vzniknuté restrikčnými enzýmami alebo PCR reakciou
sú analyzované pomocou elektroforézy v agarózovom géle. Fragmenty DNA sa pohybujú v
agarózovom géle  vplyvom elektrického  pole.  Negatívne  nabité  molekuly  sa  pohybujú  od
katódy (-) k anóde (+). Nukleové kyseliny nesú záporný náboj (jeho hlavným nositeľom sú
fosfátové  skupiny).  Rýchlosť  pohybu fragmentov je  závislá  na ich  veľkosti,  preto  je  táto
metóda  založená  na  delení  zmesi  molekúl  na  základe  odlišných  elektroforetických
pohyblivostí.  Vhodnou  voľbou  podmienok  a  to  typu  a  koncentrácie  gélu,  sa  dajú  zaistiť
vhodné podmienky pre ich delenie. [16,19,31]
Gél  je  zložitá  sieť polymerných molekúl  s  pórmi  a molekuly putujú takto vzniknutým
„sitom“. Veľkosť pórov sa dá ovplyvniť zložením a koncentráciou polyméru. Na vytvorenie
gélu  sa  používa  buď  agaróza  (na  separáciu  molekúl  veľkosti  100-50000 bp)  alebo
polyakrylamid (optimálna veľkosť 10-1000 bp).
Výhody elektroforézy oproti ostatným separačným metódam:
-je veľmi rýchla
-je lacnejšia (u jednoduchých aparatúr)
-často je to účinnejšia separácia ako ostatné
-je použiteľná pre všetky biomakromolekuly, nielen NK
-schopnosť separácie ako veľmi nízkych tak vysokých množstiev NK 
-separované molekuly sa dajú ľahko detekovať a vo funkčnej podobe opäť izolovať a použiť
pre ďalšie metodiky
Faktory ovplyvňujúce elektroforetickú mobilitu:
-Veľkosť molekuly: Efekt molekulárneho sita – väčšie molekuly migrujú pomalšie v dôsledku
trenia.  Molekuly lineárnej  DNA sa pohybujú rýchlosťou nepriamo úmernou logaritmu ich
veľkosti: 
v= 1
log (M r) .
-Koncentrácia gélu: Pri vysokej koncentrácií nastáva lepšie rozdelenie, ale analýza trvá dlhšie.
Pri  nižšej  koncentrácií  je  analýza  rýchlo  dokončená  ale  je  obtiažnejšia  manipulácia  a
rozdelenie molekúl podobnej veľkosti je horšie dosiahnuteľné.
-Konformácia DNA: Kružnicová DNA migruje pomalšie ako lineárna DNA tej istej veľkosti.
-Amplikované napätie:  Pri  nízkom napätí  (do 100 V) je rýchlosť migrácie priamo úmerná
vloženému  napätiu.  Pri  príliš  vysokom  napätí  nastáva  zahrievanie  gélu  v  dôsledku
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elektrického odporu. Odporúča sa 5-10 V/cm dĺžky gélu. Čím sú dlhšie fragmenty, tým je
napätie nižšie.
-Prítomnosť  interkalačných  farbív  používaných  k  detekcii  NK:  Napríklad  EtBr  znižuje
mobilitu o 15 % 
-Zloženie  elektroforetických  pufrov:  Iónová  sila  roztokov  –  čím  viac  iónov,  tým  väčší
elektrický prúd a rýchlejšia migrácia. [31]
Pre  identifikáciou  polohy  separovaných  molekúl  DNA  je  potreba  ofarbiť  molekuly
vhodným farbivom. Najčastejšie používaným je interkalačné farbivo ethidium bromid. Toto
farbivo  tvorí  s  molekulou  komplex,  ktorý  po  osvietení  UV  svetlom  fluoreskuje.  Sila
fluorescencie závisí na koncentrácií DNA. Farbivo sa obvykle pridáva do gélu, molekuly ho
na seba pri priechode gélom nachytávajú. Jedinou nevýhodou toho farbiva je, že je to silný
mutagén a karcinogén, preto je veľmi dôležité dbať na dostatočnú ochranu pri manipulácií s
gélom. [16,31]
Priebeh elektroforézy môžeme vidieť na obrázku 9.
  
2.6  Vady vína
Vady vína sa prejavujú jeho neharmonickým zložením. Môžu byť spôsobené napríklad
nedostatočnou  starosťou  o  vinicu,  výberom  nekvalitnej  vínnej  révy.  Môže  ísť  tiež  o
nedostatočnú zrelosť podmienenou nevhodnou polohou vinice, nepriaznivým počasím apod.
[25]
2.6.1 Hnednutie
Sklon k hnednutiu majú takmer všetky vína. Príčinou je kyselina chlorogenová a kyselina
kávová, ktorá sa nachádza v šupkách a v stopkách hrozien. 
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Obrázok 9: Priebeh elektroforézy [32]
Najúčinejšiou prevenciou je sírenie muštu pred kvasením, pretože oxid siričitý inhibuje
polyfenoloxidázy,  ktoré  pôsobia  enzymaticky  a  s  o-fenolovými  skupinami  oxidujú  na
červenohnedé chinony. [22]
2.6.2 Zákaly
Biely  zákal  vzniká  u  vín  s  vysokým obsahom železa  a  alkoholu  s  nízkym obsahom
kyselín. Dá sa vidieť v podobe tzv. sneženia vína, ktoré sa prejaví po zatrepaní. Odstraňuje sa
modrým čírením.
Príčinou  čierneho  zákalu sú  ióny  železa,  ktoré  sa  do  muštu  alebo  vína  dostanú
prostredníctvom styku vína so železom. Pri filtrácií sa dostáva víno do styku so vzduchom a
následne  na  to  sa  oxiduje  s  dvojmocného  na  trojmocné.  Farba  vína  prechádza  do
modročervena až čierna. Vína so sklonom k čiernemu zákalu sa ošetrujú K4[Fe(CN)6]. [22]
Meďný zákal sa vyskytuje menej často, jeho podmienkou je vyšší obsah oxidu siričitého
vo víne. Prejavuje sa najčastejšie horkou príchuťou. Meďné zákaly sa tvoria rýchlejšie na
svetle ako za tmy a za prítomnosti vzduchu opäť miznú. Pri náprave je vhodné využiť všetky
metódy, ktoré majú za následok oxidáciu a vedú k vyššiemu zastúpeniu kyselín. [22,23]
Kryštalický zákal vzniká vyzrážaním tzv. vinného kamene, ktorý sa usadzuje na dne vo
forme kryštalickej usadeniny a neovplyvňujú akosť vín. Na odstránenie stačí víno opatrne
dekantovať. Alebo na základe malej rozpustnosti vinného kameňa za chladu, je možné tomuto
zákalu predchádzať udržovaním vína v chlade.
Bielkovinový zákal sa objavuje hlavne u bielych vín, obsahujúcich po čírení viac koloidne
viazaných bielkovín. Prejavuje sa v podobe sedimentu alebo celkovému zákalu. [24]
2.6.3 Pachute
Pachuť  po  pliesni sa  objavuje  u  vín  skoro  vždy,  keď  sú  skladované  v  zanedbalých,
nečistých alebo plesnivých sudoch. Víno tak získava nepríjemnú chuť. Z pravidla je príčinou
pachute pleseň Penicillium glaucum. Dá sa tou predísť sírením muštu alebo aktívnym uhlím.
Pachuť po dreve je výrazná a trpká a má farebnú intenzitu. Je spôsobená časti trieslovínn z
dreva, z čoho je sud vyrobený. U bielych vín sa objavuje oveľa intezívnejšie. Príchuť sa dá
zmierniť  čírením želatinou v  ľahších  prípadoch.  V závažnejších  je  účinejší  kasein  a  jeho
deriváty alebo aktívne uhlie. [23]
Pachuť po korku má  za  príčinu  bielení  korkov chlornanom.  Pri  tomto bielení  vzniká
2,4,6-trichlórfenol (TCP), ktorý môže byť mikroorganizmami metylovaný na trichlóranisol
(TCA).  Výskumy ukázali,  že  chlór  sa  môže podielať  na  pachuti  korkom vo víne  a  to  je
dôvodom prečo sa prešlo na iné sterilizačné a bieliace metódy, najčastejšie sa používa 3,5%
roztok peroxidu vodíku. [25]
Pachuť sirovodíku je  spôsobená  sulfitovými  mikroorganizmami,  ktoré  menia  dusikaté
látky na sirovodík a iné prchavé zlúčeniny. Často sa objavuje počas alkoholového kvasenia
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alebo  skoro  po  kvasení.  Odstrániť  sa  dá  veľmi  jednoducho  intenzívnym prevzdušením a
ošetrením oxidom siričitým. [23]
2.6.4 Príchute
Príchuť vzduchová, starina je spôsobená častým stáčaním alebo filtráciou vína. Víno tak
stratí veľké množstvo oxidu uhličitého a tým svoju sviežosť. Získa bezvýraznú chuť. Zabrániť
jej môžeme  impregnáciou vína oxidom uhličitým. [25]
Príchuť po strapinách víno získa uvolnením chlorofylu vysokým tlakom pri lisovaní. Táto
príchuť vzniká pri dlhom nakvasovaní ešte pred odzrnením. Víno má často intenzívnu farbu s
hnedočerveným odtieňom. Táto príchuť sa dá odstrániť želatinou alebo kaseinem. [23]
Príchuť  po  kyseline  siričtej  sa  prejavuje  pichľavou  vôňou  a  osobitou  pachuťou  po
kyseline siričitej. Vyskytuje sa u vín silne sírených. Prebytočnej kyseliny siričitej sa zbavíme
buď prevzdušnením alebo uložením na tmavom, chladnejšom mieste. [23]
Príchuť po kyseline  sírovej sa  prejavuje  intenzívnejšou bielou  farbou u  bielych  vín  a
taktiež ostrou kyslosťou, ktorá vyvolá nepríjemný pocit na zuboch. Táto kyselina sa môže
dostať do vína zo silno zasírených sudov, ktoré neboli dostatočne vyčistené. Najjednoduchším
riešením je používanie poriadne vyčistených sudov. Vína ktoré už touto vadou trpia, už nejde
napraviť. Je možné ich zužitkovať destiláciou. [23]
Príchuť kvasnicová (hnilobná) je po rozkladajúcich sa kvasinkách  a páchnuce produkty
rozkladu bielkovín sa dostávajú do vína.  Táto situácia nastáva u vín,  ktoré dlho ležali  na
kaloch. V počiatočnom štádiu sa dá odstrániť silným prevzdušnením, sírením, v nasledujúcom
štádiu jedine kaseinom, alebo aktívnym uhlím.  Vo veľmi pokročilom štádiu sa víno nedá
zachrániť. [23]
23
3.EXPERIMENTÁLNA ČASŤ
3.1 Použité mikroorganizmy, chemikálie, prístroje a pomôcky
3.1.1 Mikroorganizmy
Testované  kvasinky  boli  vyizolované  z  bobúľ  bieleho  vína  odrody  Veltínske  zelené
pochádzajúce  z vinice  z okolia  Milotice  okres  Hodonín.  Vzorky  týchto  kvasiniek  boli
odobrané dňa 23.9.2015.
3.1.2 Chemikálie
-agar, kvasnicový extrakt (HiMedia Laboratories Limited Mumbai, India)
-agaróza pre elektorforézu DNA EliPhore (Elizabeth Pharmacon s.r.o., ČR)
-dĺžkový štandart 20 bp a 100 bp (Elizabeth Pharmacon s.r.o., ČR)
-dNTP mix (Invitek, Nemecko)
-Ethidium bromid (Serva Bitech, Nemecko)
-komerčná sada Ultra CleanTM Microbial DNA Isolation Kit (Elizabeth Pharmacon spol.s.r.o.,
ČR)
-Quant-iTTM ds DNA HS Assay Kit 0,2 – 100 ng
-Taq DNA polymeráza (Invitek, Nemecko)
-priméry ITS1, ITS4 (Invitek, Nemecko)
-nanášajúci pufor Loading buffer (Fermentas, Litva)
-restrikčné endonukleázy – HinfI, HaeIII (BioLabs, TaKaRa)
-etanol, EDTA, Tris, H3BO3, NaOH, CH3COONa, HCl, Na2CO3
-parafinový olej
-sladina (pivovar Brno)
-sterilná a deionizovaná voda
3.1.3 Prístroje a pomôcky
-analytické váhy (A&D,  Instruments LTD, Japonsko)
-bakteriologické kľučky
-bunečná vata
-Bunsenov kahan
-centrifuga Eppendorf 5430 R (Eppendorf AG, Nemecko)
-elektroforetická vaňa Owl separation systeme, model B1, B2, D3 (Biotech s.r.o., ČR)
-exsikátor
-chladnička a mraznička k uchovaniu vzoriek DNA
-laboratórne sklo
-mikropipety pipet4u (AHN Biotechnologie GmbH, Nemecko)
-mikrovlnná trúba ETA 1195 (ČR)
-mikroskúmavky Eppendorf
-minicentrifuga National LABNET C – 1200 (Biotech s.r.o.,ČR)
-NanoPhotometerTM UV/Vis (Implen GmbH, Mníchov, Nemecko)
-parafilm (American National CanTM, USA)
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-PCR box AURA MINI (Bioair instruments, Taliansko)
-plastové Petriho misky
-predvážky EK – 600 H ( A&D, Instruments LTD, Japonsko)
-sušiareň (Binder, Nemecko)
-sterilný box pre mikrobiologickú prácu
-termocyklér PTC – 100TM, (MJ Research, Inc, USA)
-termostat IP 100 – U (LTE SCIENTIFIC, Veľká Británia)
-transluminátor (Ultra Lum. Inc, USA)
-Vortex LABNET VX 100 (Biotech s.r.o., ČR)
-Vortex-Genie 2, MO Bio (Biotech s.r.o., ČR)
3.2 Kultivačné  média a použité roztoky
3.2.1 Príprava kultivačného média
Na prípravu kultivačného média bol použitý sladinový extrakt, kde sladina bola získaná z
pivovaru  extrakciou  jačmeňového  sladu  vo  vode.  Na  použite  v  laboratóriu  bola  sladina
nasledovne upravená:
Do odmerného valca o objemu 500 ml bolo naliate 200 ml sladiny, ktorá bola zriedená
destilovanou vodou na cukernatosť 7°ČSN. Uhličitanom sodným bolo následne upravené pH
roztoku na 6,8. Takto pripravený roztok bol rozliaty do Erlenmayerových baniek a bola k
nemu pridaná agaróza v koncentrácií 1 – 3 % hm. Vzniknutá zmes bola varom premiešaná a
sterilizovaná  v  autokláve  po  do dobu 20 –  ti  minút.  Pripravené  kultivačné  médium bolo
naliate na Petriho misky a ako šikmé agary do skúmaviek. 
K vyššie  popísanému médiu bolo pridané antibiotikum streptomycin sulfát  v množstve
80 μg∙ml-1 . Bolo navážané 0,12 g streptomycinu sulfátu a rozpustené v 10 ml destilovanej
vody. K 150 ml sterilného kultivačného média bol pridaný tento pripravený roztok antibiotika
v Erlenmayerovej baňke. Ďalej bola pridaná kyselina propionová v množstve 0,375 g. Toto
médium bolo naliate na Petriho misku. 
3.2.2 Príprava pufru 
Bol pripravený roztok 0,5 M EDTA o pH 8. Ten bol pripravený navážením 9,36 g EDTA,
prevedením do 50 ml odmernej baňky a pH bolo upravené pomocou 0,5 % roztoku NaOH. Z
takto pripraveného roztoku bolo odobrané 40 ml do 1000 ml odmernej baňky. Bolo pridané
108 g Tris a 55 g H3BO3. Celá zmes bola rozpustená v destilovanej vode a odmerná baňka
doplnená destilovanou vodou po rysku. Tento roztok bol použitý ako zásobný  1× TBE pufor.
Zo zásobného roztoku bolo odmerané 100 ml do odmernej baňky 1000 ml a doplnené po
rysku destilovanou vodou. Tento roztok bol používaný na prípravu gélov pre elektroforézu.
K pripravenému 1× TBE pufru v 100 ml odmernej baňke bolo pridané 100 μl ethidium
bromidu.  Takýto  roztok  bol  použitý  ako  vodivostný  pufor  pri  elektroforetické  detekcii
fragmentov DNA.
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3.2.3 Príprava ethidium bromidu
Do mikroskúmavky Eppendorf bolo navážené 10 mg EtBr a toto množstvo bolo rozpustené
v  1 ml  destilovanej  vody.  Takto  pripravený  roztok  EtBr  bol  použitý  pre  vizualizáciu
fragmentov DNA na géle.
3.2.4 Príprava 2% agarózového gélu
Pre elektroforetickú detekciu DNA fragmentov po PCR bol použitý 2% agarozoý gél. Ten
bol pripravený v Erlenmayerovej baňke o objeme 150 ml, do  ktorej  bolo  navážené  2 g
agarózy na 100 ml 1× TBE pufru . Zmes sa opakovaným varom v mikrovlnnej trúbe dokonale
rozpustila.  Po  ochladnutí  sa  k  zmesi  pridal  roztok  ethidium bromidu  v  pomere  1:10000
vzhľadom k celkovému množstvu gélu.
3.2.5 Príprava dĺžkových štandartov 100 bp a 20 bp
Dĺžkový štandart bol dodaný vo forme pripravenej rovno k pipetovaní na gél. Na gél boly
nanášané  3 μl  štandartu.  Dĺžkový  štandart  bol  pripravený  podľa  návodu  dodavateľa  a
predchádzajúcich skúseností a to nasledujúcim spôsobom: bolo zmiešané 2,5 μl 20 bp DNA s
2,5 μl sterilnej destilovanej vody a 1 μl nanášajúceho pufru dodávaného spoločne s dĺžkovým
štandartom. Takto pripravený štandart bol nanášaný v objemu 6 μl. 
3.2.6 Príprava 3 M octanového pufru
Bolo  navážené  2,46 g  CH3COONa  a  rozpustené  v  7 ml  destilovanej  vody.  Pomocou
koncentrovanej HCl bolo upravené pH roztoku na hodnotu 5,5. Takto upravený roztok bol
ďalej kvantitatívne prevedený do 10 ml odmernej baňky a doplnený destilovanou vodou po
rysku. Pripravený roztok bol uchovaný pri 4 °C.
3.2.7 Príprava 80% etanolu
Bolo  napipetované  1,6 ml  96%  etanolu  a  k  tomuto  množstvu  bolo  pridané  0,32 ml
destilovanej vody. Zmes bola krátko zvortexovaná a roztok bol následne uchovaný pri -20 °C.
3.2.8 Príprava PCR zmesi
PCR zmes bola pripravená zmiešaním všetkých potrebných PCR komponentov, ktorých
objemy sú uvedené v tabuľke 1.
PCR komponenty Objem [μl] 
sterilná voda 128,7
pufr   15,0
dNTP mix     3,0
primer ITS1     0,6
primer ITS4     0,6
Tabuľka 1: Objemy PCR komponentov
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Ku vzniknutému MasterMixu v množstve 147,9 μl bolo pridené 1,5 μl templátovej DNA a
0,6 μl termostabilnej Taq polymerázy. V prípade negatívnej kontroly bola miesto templátovej
DNA pipetovaná sterilná voda v rovnakom množstve. 
3.2.9 Modifikovaná Kochova zrieďovacia metóda
V sterilnom boxe boli nachystané 3 skúmavky so sterilnou vodou, v prvých dvoch bolo
napipetované 10 ml, v tretej 9 ml. Z Petriho misky so zmiešanou kultúrou boli odobrané dve
očka a prenesené do prvej skúmavky s 10 ml sterilnej vody. Obsah bol premiešaný vo vortexe
a potom bolo odobrané mikropipetou 50 μl a prenesené do ďalšiej skúmavky s 10 ml sterilnej
vody. Obsah skúmavky bol opäť zvortexovaný. Z tejto zmesi bolo odobrané mikropipetou 1
ml  do  tretej  skúmavky s  9 ml  vody.  Po zvortexovaní  sa  odobralo  50 μl  suspenzie  a  bola
nanesená na Petriho misku so sladinou. Následne rozotrená  hokejou a vložená do termostatu.
Tam boli misky inkubované tri dni pri teplote 26 °C. Tento postup bol opakovaný šesťkrát a
sedemkrát,  pokiaľ  neboli  získané  čisté  kultúry  kvasiniek.  Tieto  kultúry  boli  uchované  v
chladničke na šikmom agare pod parafinovým olejom.
3.3 Pracovné postupy
3.3.1 Izolácia čistých kultúr kvasiniek
Vzorky z bobulí bole odobrané z Vinice  Štěpán Maňák ze Žádovic dňa 23.9.2015.
Deň  po  odbere  boli  vzorky  zpracované  nasledujúcim  spôsobom:  do  Erlenmayerových
baniek so sterilnou vodou o objemu 100 ml boli pridané jednotlivé bobule. 15-20 bobúľ bolo
daných do každej baňky. Takto pripravené zmesi boli kultivované pri laboratórnej teplote po
dobu desiatich dňoch.
Po  ukončení  kultivácie  bolo  pipetované  200 μl  zmesi  na  sladinové  živné  médium  s
antibiotikom a kyselinou propionovou, po celej ploche média bola zmes rozetrená sterilnou
hokejkou. Petriho misky so zmiešanými kultúrami boli kultivované v termostate pri teplote
26 °C po dobu niekoľkých dní kvôli dobrému namnoženiu kvasinkových kultúr.
Z  namnožených  zmiešaných  kultúr  kvasiniek  boli  izolované  čisté  kultúry
niekoľkonásobnou modifikovanou Kochovou zrieďovaciou metódou a krížovým rozterom.
Pri  prvých  troch  riedeniach  prebiehala  izolácia  na  pôdach  obohatených  o  antibiotikum a
kyselinou propionovou. Tento prídavok tam bol z dôvodu vylúčenia nežiaducich baktérií a
plesní. Celý proces riedenia a krížového rozteru prebehol šesťkrát až sedemkrát. Získané čisté
kultúry boli kontrolované mikroskopicky pre vylúčenie baktérií. 
3.3.2 Izolácia DNA
Izolácia  kvasinkovej  DNA bola  prevedená  pomocou  komerčného  setu  Ultra  CleanTM
Microbial DNA Isolation Kit podľa priloženého návodu k použitiu.
Do  rozbíjaciej  mikroskúmavky  (MicroBead  tube)  bol  pipetovaný  rozbíjací  pufor
(MicroBead Solution) v objemu 300 μl, v ktorej boli nasledovne rozsuspendované dve očká
kvasinkovej kultúry. K tejto zmesi bolo pipetované 50 μl  roztoku MD1. Mikroskúmavky boli
vložené  v  horizontálnej  polohe  do  adaptéru  vortexu  a  boli  10 minút  vortexované  pri
maximálnej rýchlosti. Po dokončení bola zmes v mikroskúmavkach centrifugovaná 1 minútu
pri  10000 otáčkach  a  teplote  4 °C.  Všetky  dalšie  centrifugácie  prebiehali  pri  rovnakých
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podmienkach.  Približne 350 μl  supernatantu bolo preneseného do čistej  mikroskúmavky a
bolo k nemu pridané 100 μl  roztoku MD2. Táto zmes bola krátko premiešaná na vortexu a
inkubovaná 5 minút  pri teplote 4 °C v chladničke. Následne bola zmes opäť centrifugovaná a
získaný supernatant bol prenesený do čistej mikroskúmavky a k nemu bolo pridané 900 μl
roztoku MD3 a zmes zvortexovaná. 700 μl  pripravenej zmesi bolo pipetované na kolónku a
zcentrifugované. Prefiltrovaný roztok bol odstránený a na rovnakú kolónku bol pipetovaný
zbytok zmesi a opäť centrifugované. Prefiltrovaný roztok bol opäť odstránený a na kolónku
bolo pridané 300 μl  roztoku MD4 a táto kolónka bola centrifugovaná. Prefiltrovaný roztok
bol odstránený a kolónka ešte raz centrifugovaná.
Následne bola kolónka prenesená do čistej mikroskúmavky a do stredu bielej membrány
kolónky bolo pipetované 50 μl  roztoku MD5 a bola centrifugovaná. Kolónka bola odstránená
a roztok DNA v mikroskúmavke bol pre ďalšie použitie uschovaný pri teplote -20 °C.
3.3.3 PCR
Z  pripravenej  PCR  zmesi  bolo  pipetované  147,9 µl  do  mikroskúmakvy  Eppendorf  o
objeme 0,5 ml a k tomu bolo pridané 1,5 µl  izolovanej DNA a 0,6 µl Taq polymerázy. Zmes
bola mierne zvortexovaná a vložená do termocykléru. V termocykléru bola templátová DNA
namnožená polymerázovou reťazovou reakciou podľa teplotného a časového profilu, ktorý
môžeme  vidieť  v  tabuľke  2.  Sekvencie  jednotlivých  primérov  sú  uvedené  v tabuľke  2.
Negatívna kontrola bola pripravená rovnakým spôsobom, ale miesto templátovej DNA bolo k
reakčnej zmesi pridané 1,5 V sterilnej vody. 
Jednotlivé kroky Teplota [°C] Čas [min]
začiatočná denaturácia 94   4,0
denaturácia 94   1,0
pripojenie primérov 48   0,5
polymerácia 72   1,0
elongace 72 10,0
Tabuľka 2: Časový a teplotný profil polymerázovej reťazovej reakcie
Denaturácia, pripojenie primérov a polymerácia tvoria cyklus, ktorý prebehol 25 krát.
K  amplifikácií  v  oblasti  5,8S-ITS  rDNA boli  použité  priméry  ITS1  a  ITS4.  Sekvencie
jednotlivých primérov sú zhrnuté v tabuľke 3.
Primér Sekvencie
ITS1 5´ TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 3´
ITS4 5´ TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 3´
Tabuľka 3: Použité priméry
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3.3.4 Elektroforetická detekcia PCR produktu
PCR produkt bol detekovaný pomocou horizontálnej elektroforézy na 2% agarózovom géle
s  prídavkom  ethidium  bromidu.  Podľa  množstva  gélu  bolo  pridané  odmerané  množstve
ethidium bromidu  odpovedajúcemu 1/10  objemu v  μl.  Podľa  počtu  vzoriek  bola  zvolená
veľkosť  elektroforetickej  vane.  Na  malou  vanu  (14  jamiek)  bolo  použité  40 ml  gélu,  na
strednú vaňu (20 jamiek) 60 ml gélu a na veľkú vaňu (50 jamiek) 150 ml gélu. 
Pred nanesením na gél boli vzorky zmiešané s nanášajúcim pufrom a to v pomere 1 μl
pufru a 5 μl vzorku. Táto zmes v množstve 5 μl bola pipetovaná do jamky. Vždy na oboch
koncoch gélu bol nanášaný dĺžkový štandart 100 bp v množstve 3 μl.
Po ukončení elektroforézy boli vzorky prenesené na géle do transluminátoru a pod UV
svetlom vyfotený pomocou programu Scion Image.
Podmienky elektroforézy:
Podľa veľkosti použitej vane boli nastavené podmienky elektroforézy. V našom prípade šlo
veľkú vaňu ( 60 V po dobu 2,5 hodiny) alebo strednú vaňu (55 V po dobu 2 hodiny)
3.3.5 Prečistenie PCR produktov
PCR produkt  bol  pred  restrikčnou  analýzou  prečistený  nasledujúcim  spôsobom.  20 µl
amplifikovanej DNA bolo zmiešané s 2 µl octanového pufru. Zmes bola krátko zvortexovaná
a  bolo  k  nej  pridané  60 µl  96%  etanolu.  Táto  zmes  bola  centrifugovaná  30 minút  pri
1400 otáčkách  a  4 °C.  Supernatant  bol  detekovaný  a  prebytočný  roztok  bol  zliaty.  K
supernatantu bolo pipetované 60 µl  80% roztoku etanolu a obsah opäť centrifugovaný pri
rovnakých podmienkach. Supernatant bol opäť zdetekovaný a zbytok etanolu bol vysušený v
mikroskúmavkách v exsikátore po dobu 30 minút. 
3.3.6 Restrikčná analýza 
K  prečistenej  DNA  bolo  pipetované  13,4 µl  sterilnej  vody,  1,5 µl  pufru  a  0,1 µl
restrikčného  enzýmu.  Tieto  množstvá  boli  zvolené  na  základe  doporučenia  výrobcu  a
predchádzajúcich  skúsenosti.  Vzorky  boli  nasledovne  inkubované  pri  37 °C  po  dobu
16 hodín,  následne  bola  teplota  zvýšená  po  dobu  20 minút  kvôli  inaktivácií  enzýmu.
Záverečné teploty sa líšili podľa zvoleného enzýmu a sú zhrnuté v tabuľke 4. Tieto produkty
boli elektroforeticky detekované podobným spôsobom ako PCR produkty.
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Označenie
enzýmu Producent enzýmu
Rozpoznávacia
sekvencia
t (inkubácia)
[°C] 16 hodín
t (inkubácia)
[°C] 20 minút
HaeIII Haemophilusaegypticus
5´… GG↓CC … 3´
3´… CC↑GG …5´ 37 80
HinfI Haemophilusinfluenzae
5´… G↓ANTC …3´
3´… CTNA↑G …5´ 37 0
HhaI Haemophilushaemolyticus
5´… GCG↓C ...3´
3´… C↑GCG …5´ 37 65
TaqIα Thermus aquaticus 5´… T↓CGA ...3´3´… AGC↑T … 5´ 37 80
Tabuľka 4: Záverečné teploty podľa zvoleného enzýmu
3.3.7 Zpracovanie výsledkov v programe BioNumerics
V  programe  BioNumerics  boli  na  základe  UPGMA (unweighted  pair-group  average)
zhlukové analýzy vytvorené dendrogramy genetické podobnosti identifikovaných kvasiniek,
Klastrová analýza alebo analýza zhlukov patrí medzi metódy, ktoré sa zabývajú rozdelením
väčšieho  množstva  premenných  do  tried  (zhlukov)  podľa  ich  podobnosti.  V  biologií  sa
využíva k taxonomickému zaradeniu organizmov, v medicíne analýza zhlukov identifikuje
choroby a ich štádia. Súbor dát je rozdelený na zhluky vždy s ohľadom na určité znaky. V
programu BioNumerics  sa  jedná  o veľkosti  označených fragmentov na elektroforetických
géloch. 
V prípadoch kedy porovnávané objekty majú hodnotené znaky nemetrického charakteru,
využíva  klastrová  analýza  koeficienty  podobnosti.  Pri  hodnotení  genetickej  podobnosti
identifikovaných kvasiniek bol využitý Jaccardov koeficient:
S j=
a
a+b+c+d´ ,
kde a, b, c, d predstavuje počty zhodných znakov.
V programe BioNumerics sa hodnotí  genetická podobnosť na základe metódy UPGMA
klastrovej  analýzy,  čo  je  najjednoduchšia  metóda  ako  získať  fylogenetické  stromy  –
dendrogramy. Metóda UPGMA alebo metóda priemernej vzdialenosti  berie za vzdialenosť
medzi dvoma zhlukmi priemer vzdialenosti medzi všetkými pármi objektu týchto zhlukov.
Výsledkom je,  že  taxóny ktoré  sú  si  najviac  podobné,  budú mať medzi  sebou najkratšiu
vzdialenosť.  Týmto  vzniká  grafické  spracovanie  hierarchicky  usporiadaných  zhlukov  vo
forme dendrogramov.
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4. VÝSLEDKY A DISKUSIA
4.1 Identifikácia kvasiniek izolovaných z bobúľ vínnej révy
Cieľom  práce  bolo  identifikovať  a  taxonomicky  zariadiť  kvasinky  izolované  z  bobúľ
vínnej révy odrody Veltínske zelené.
4.1.1 Kultivácia kvasinkových kultúr
Kultivácia bola prevedená podľa postupu v kapitole 3.3.1, rovnako podľa postupu v tejto
kapitole boli z namnožených zmiešaných kultúr získané čisté kultúry kvasiniek, ktoré boli
kontrolované mikroskopicky pre vylúčenie vyizolovania baktérií.
4.1.2 Izolácia kvasinkovej DNA
Táto izolácia bola prevedená pomocou komerčného setu Ultra CleanTM Microbial  DNA
Isolation Kit. Táto metóda bola vybraná pre jej jednoduchosť a rýchle prevedenie pri väčšiom
množstve vzoriek. Koncentrácia vyizolovanej DNA  bola 2 – 50 ng·μl –1. Vyizolovaná DNA
bola uchovaná pri teplote – 20 °C a následne použitá k amplifikácií a restrikčnej analýze.
4.1.3 Amplifikácia DNA pomocou PCR
Izolovaná DNA z čistých kultúr kvasiniek bola izolovaná podľa postupu v kapitole 3.3.3
Výsledkom PCR produktov  boli  fragmenty o  dĺžke  390 –  800 bp.  Dĺžky jednotlivých
fragmentov sú zhrnuté v tabuľke 5. Obrázok 10 zobrazuje elektroforeogram PCR fragmentov
niektorých vzoriek, zbytok sa dá vidieť v prílohe 1.
Pracovné označenie Veľkosť PCRproduktov [bp]
2 390
11 800
13 420
15 650
29 470
34 650
37 420
41 800
43 800
46 420
Tabuľka 5: Dĺžka fragmentov po PCR 
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Obrázok 10: Elektroforeogram PCR produktov
4.1.4 Restrikčná analýza
Naamplifikované  úseky DNA boli  prečistené  etanolom kvôli  odstráneniu  prebytočných
zložiek PCR zmesi a pre presnejšie taxonomické zaradenie. Pre túto analýzu boli použité 4
rovnaké restrikčné endonukleázy, tj. HaeIII, HinfI, HhaI, TaqIα. Postup restrikčnej analýzy je
popísaný v kapitole 3.3.6
U každej  restrikčnej  endonukleázy sú v tabulke zhrnuté dĺžky restrikčných fragmentov
jednotlivých kvasiniek vyizolovaných z bobúľ vínnej révy.
4.1.4.1 Restrikčná endonukleáza HaeIII
Ako prvá  restrikčná  endonukleáza  bol  použitý  enzým  HaeIII,  ktorý  má  rozpoznávacie
miesto  pre  sekvenciu  5´… GG↓CC … 3´ DNA.  V tabuľke  6 sú  zhrnuté  zistené  veľkosti
fragmentov týmto enzýmom. Písmenko n v tabuľke znamená, že sa DNA fragment neštiepil
pod vplyvom enzýmu. Obrázok 11 zobrazuje  elektroforeogram niektorých vyizolovaných
vzoriek po štiepení týmto enzýmom. Zvyšok vzoriek môžeme vidieť v prílohe 2.
Pomocou tejto restrikčnej endonukleázy môžeme vzorky rozdeliťť do niekoľkých skupín.
Na skupinu so vzorkami 13, 37 a 46, ktoré sa štiepili na rovnaký počet fragmentov, čiže na tri
fragmenty o  rovnakých dĺžkach.  Ďalej  na  skupinu  so  vzorkami  11,41 a  43  ktoré  sa  pod
vplyvom endonukleázy neštiepia a ich PCR produkt mal dĺžku 800 bp. Zostávajúce vzorky
boli odlišné a tak netvorili medzi sebou žiadne skupiny.
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Pracovné
označenie
Veľkosť PCR
produktu [bp] RF [bp]
2 390 n
11 800 n
13 420 290+110
15 650 420+230
29 470 380+90
34 650 n
37 420 290+110
41 800 n
43 800 n
46 420 290+110
Tabuľka 6: Restrikčné fragmenty po štiepení enzýmom HaeIII 
Obrázok 11: Elektroforeogram vzoriek po štiepení enzýmom HaeIII
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4.1.4.2 Restrikčná endonukleáza HinfI
Ako ďalšia restrikčná endonukleáza bola použitá HinfI, ktorá má rozpoznávacie miesto pre
sekvenciu 5´… GCG↓C ...3´ DNA. Zistené veľkosti fragmentov týmto enzýmom sú vypísané
v tabuľke 7. Obrázok 12 zobrazuje niektoré vyizolované vzorky po štiepení enzýmom HinfI.
Zbytok je možné vidieť v prílohe 3.
Enzým  HinfI  rozdelil  restrikčné  fragmenty  do  následovných  skupín.  Do  skupiny  so
vzorkami č. 11,41 a 43 s rovnakými dĺžkami fragmentov a to 350,200 a 160 bp. Vzorky č. 13,
37 a 46 sa opäť rozdelili na fragmenty o totožných dĺžkach o 200 bp.
Pracovné
označenie
Veľkosť PCR
produktu [bp] RF [bp]
2 390 n
11 800 350+200+160
13 420 200
15 650 350+220
29 470 240+190
34 650 310+180
37 420 200
41 800 350+200+160
43 800 360+200+160
46 420 200
Tabuľka 7: Restrikčné fragmenty po štiepení enzýmom HinfI
Obrázok 12: Elektroforeogram vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom HinfI
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4.1.4.3 Restrikčná endonukleáza HhaI
Ako ďalšia restrikčná endonukleáza bola použitá HhaI, ktorá má rozpoznávacie miesto pre
sekvenciu  5´…  G↓ANTC  …3´  DNA.  Zistené  veľkosti  fragmentov  týmto  enzýmom  sú
vypísané  v  tabuľke  8.  Obrázok  13  zobrazuje  elektroforeogram niektorých  vyizolovaných
vzoriek po štiepení enzýme HhaI. Zbytok je možné vidieť v prílohe 4.
Pomocou HhaI použitého enzýmu môžeme vzorky rozdeliť do podobných skupín ako pri
enzýme HaeIII. Vzorky 13,37 a 46 mali rovnaké dĺžky fragmentov a to 220 bp, 110 bp. Dá sa
povedať, že pri tomto enzýme nastala určitá podobnosť aj so vzorkom č. 2.Vzorky č. 11, 43 a
41 mali fragmenty opäť rovnakej dĺžky a to na dvojfragment o dĺžke 340 bp a 130  bp.
Pracovné
označenie
Veľkosť PCR
produktu [bp] RF [bp]
2 390 220+100+70
11 800 340+340+130
13 420 220+110
15 650 320+250+80
29 470 190+110+90
34 650 590
37 420 220+110
41 800 340+340+130
43 800 340+340+130
46 420 220+110
Tabuľka 8: Restrikčné fragmenty po štiepení enzýmom HhaI
Obrázok 13: Elektroforeogram vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom HhaI
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4.1.4.4 Restrikčná endonukleáza TaqIα
Ako posledná restrikčná  endonukleáza bola použitá HhaI, ktorá má rozpoznávacie miesto
pre  sekvenciu  5´…  T↓CGA ...3´  DNA.  Zistené  veľkosti  fragmentov  týmto  enzýmom sú
vypísané  v  tabuľke  9.  Obrázok  14  zobrazuje  elektroforeogram niektorých  vyizolovaných
vzoriek po štiepení týmto enzýmom. Zostávajúce vzorky sú v prílohe 5.
Pri poslednom enzýme sa vzorky zaradili do rovnakých skupín ako predtým so vzorkami č.
13, 37 a 46 s dĺžkami 290 a 130 bp. Ďalej to bola skupina so vzorkami č. 11, 41 a 43. Pri
tomto enzýme sa štiepili  na fragmenty o dĺžkach 450, 200 a 170 bp. Ostatné vzorky opäť
netvorili žiadnu skupinu, pretože boli navzájom odlišné.
Pracovné
označenie
Veľkosť PCR
produktu [bp] RF [bp]
2 390 280+150
11 800 450+200+170
13 420 290+130
15 650 260+210+90
29 470 190+160
34 650 340+220
37 420 290+130
41 800 450+200+170
43 800 450+200+170
46 420 290+130
Tabuľka 9: Restrikčné fragmetny po štiepení enzýmom TaqI
Obrázok 14: Elektroforeogram vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom TaqI
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4.1.5 Genetická podobnosť kvasiniek izolovaných z bobúľ vínnej révy
Všetky fragmenty, ktoré boli získané z jednotlivých restrikčných analýz boli spracované
pomocou štatistického programu BioNumerics, ktorý na základe UPGMA klastrové analýzy
fragmentov DNA po restrikčnej analýze porovnal ich genetickú podobnosť a zobrazil ju v
dendrograme – fylogenetickom strome, podľa Jaccardového koeficientu s toleranciou 1 %.
Dendrogram je možné vidieť na obrázku 10 .
Za použitia restrikčných endonukleáz HaeIII, HinfI, HhaI a TaqIα a testovania ich vplyvu
na DNA fragmenty bola rozoznaná jednotlivá rodová úroveň vyizolovaných kvasiniek.
Pomocou  dendrogramu  boli  vzorky  s  vyizolovanými  kvasinkami  zoskupené  do
nasledujúcich skupín. Jednoznačná zhoda bola u vzoriek č. 11, 43 a 41 na základe porovnania
dĺžky restrikčných fragmentov a PCR fragmentov s univerzitnými databázami a databázami
z literárnych  zdrojov,  ktoré  uvádzali  charakteristické  dĺžky  pre  jednotlivé  kvasinky,  sa
pravdepodobne  jednalo  pri  týchto  vzorkoch  o  kvasinky  rodu  Brettanomyces/Dekkera,
presnejšie o druh Brettanomyces/Dekkera anomala. Ďalej sa zhodovali vzorky č. 37,46 a 13 a
identifikovali sa na rod Pichia. Ostatné vzorky neboli zaradené do žiadnych skupín a jednalo
sa o rozdielne druhy kvasiniek. Pri vzorku č.2  šlo znovu o rod  Pichia, pri vzorku č. 15 bol
identifikovaný druh  Cystofilobasidium bisporidii. U vzorku č. 29 bol zistený opäť rod Pichie,
presnejšie druh Pichie kluyveri. Pri vzorku č. 34 bola identifikovaná znovu Pichia tentokrát sa
jednalo o Pichiu subpelliculosa.
Souhrn
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Obrázok 15: Dendrogram genetické podobnosti vyizolovaných kvasiniek pre enzýmy HaeIII,
HhaI, HinfI a TaqIα
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5. ZÁVER
V tejto práci sa v prvej časti  zaoberalo krátkou charakteristikou kvasiniek, ich druhmi,
ktoré sa podielajú na výrobe vína, čiže vínnymi kvasinkami. Ďalej sa zaoberalo vínom, jeho
výrobou, procesmi ktoré prebiehajú počas kvasenia vína a charakteristikou odrody bieleho
vína Veltlínske zelené. Teoretická časť pokračuje popísaním základných metód molekulárnej
biológie pre identifikáciu mikroorganizmov a separačnej elektroforetickej metódy  – gélovej
elektroforézy.
V práci boli použité kvasinky, ktoré boli odobrané a vyizolované z bobúľ z vinice z okolia
Milotic okres Hodonín. Tieto vzorky boli odobrané dňa 23.9 roku 2015. Na izoláciu kvasiniek
bola  použitá  modifikovaná  Kochova  zrieďovacia  metóda,  nasledovne  na  izoláciu  DNA
komerčný set Ultra CleanTM  Microbial DNA Isolation Kit. Dĺžky fragmentov boli detekované
pomocou metódy gélovej  elektroforézy.  Na identifikáciu kvasiniek bola použitá restrikčná
analýza  za  použitia  restrikčných  endonukleáz  HaeIII,  HinfI,  HhaI  a  TaqIα.  Pre  zistenie
genetickej  podobnosti  bola  využitá  klastrová  analýza  získaných  fragmentov,  na  základe
ktorých boli vzorky rozdelené do šiestich skupín a boli identifikované na základe vytvorenej
univerzitnej databáze a databáze z literárnych vzorov. [44,45]
Prvú skupinu tvorili vzorky č. 11,41 a 43. Táto skupina mala rovnaké dĺžky fragmentov pre
PCR a aj po štiepení vzoriek enzýmami HaeIII, HhaI, HinfI a TaqIα. Táto skupina bola podľa
databáze [45] identifikovaná ako Brettanomyces/Dekkera anomala.  Ďalšou väčšou skupinou
boli  vzorky  č.  13,  37  a 46,  ktoré  mali  taktiež  rovnaké  dĺžky  všetkých  spomínaných
fragmentov. Táto skupina bola identifikovaná ako rod Pichia, presný druh tejto kvasinky sa
nedal s presnosťou určiť. Zostávajúce vzorky č. vzorky č. 34, 29, 15 a 2 tvorili samostatné
skupiny, keďže sa 100% navzájom nezhodovali. Boli určené ako 34 – Pichia subpelliculosa,
29 – Pichia kluyveri, 15 – Cystofilobasidium bisporidii a vzorek č.2 bol opäť určený ako rod
Pichia bez presného určenia jej druhu.
Celkom bolo z bobúľ vínnej révy vyizolovaných 6 kvasiniek zaradených do troch rodov. 
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8. PRÍLOHY
Príloha 1
Elektroforeogramy PCR fragmentov vyizolovaných vzoriek. Vzorky boli identifikované na
viacerých  gélov  z dôvodu  analýzy  viacerých  vzoriek  naraz  aj  z iných  záverečných  práci.
Vzorky  príslušné  k Veltlínskemu  zelenému  boli  patrične  na  obrázkoch  označené  svojim
pracovným číslom.
Obrázok 16: Elektroforeogram pre PRC fragmenty
Obrázok 17: Elektroforeogram pre PCR fragmenty
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Príloha 2
Elektroforeogramy vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom HaeIII.
Obrázok 18: Elektroforeogram vzoriek po štiepení enzýmom HaeIII
Obrázok 19: Elektroforeogram vzoriek po štiepení enzýmom HaeIII
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Obrázok 20: Elektroforeogram vzoriek po štiepení enzýmom HaeIII
Príloha 3
Elektroforeogramy vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom HinfI.
Obrázok 21: Elektroforeogram vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom HinfI
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Príloha 4
Elektroforeogramy vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom HhaI.
Obrázok 22: Elektroforeogram vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom HhaI
Obrázok 23: Elektroforeogram vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom HhaI
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Príloha 5
Elektroforeogramy vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom TaqIα.
Obrázok 24: Elektroforeogram vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom TaqI
Obrázok 25: Elektroforeogram vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom TaqI
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Obrázok 26: Elektroforeogram vyizolovaných vzoriek po štiepení enzýmom TaqI
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